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論 文 内 容 要 旨
配偶子形成と発生は、水産増養殖における重要な生物現象の一つである。増養殖技術
のさらなる展開として・優良品種の確保とそれをもζにした計画的な種苗の確保を考えた
場合、成熟 ・産卵の技術確立が不可欠である。そのためには再生産の基礎となる成熟 ・発
生の本質を知る必要があると考えられる。マガキは水産増養殖において重要な地位を占め
ており、生殖過程における生体成分の動態に関する知見の集積を図ることが、性成熟 ・発
生の現象を生理的に理解するうえで欠かせないと考えられる。
そこで本研究では、第一にマガキの性成熟段階における生殖巣の生体成分を調べ、各成
分の成熟過程における役割を検討 した。第二に、蛋白質成分の中でも卵黄蛋白に注目し、
成熟に伴う蓄積過程とその調節、さらに発生過程における分解の挙動を調べ、成熟 ・発生
に果たす卵黄蛋白の役割を検討した。第三に、マガキの生殖に影響を及ぼすとされる環境
要因の中でも環境汚染因子としての有機スズ化合物を取り上げ、成熟 ・発生への影響を生
体成分の面から調べることによって、その作用機序の解析を試みた。
1.マ ガ キ の 性 成 熟 に 伴 う 生 体 成 分 の 動 態
4月にはマガキ生殖巣 内に卵母細胞 と精 母細 胞が確認 され、5-6月に精母 細胞 の数が著 し
く増加 し、卵母細 胞が大 き くな り、生殖細 胞 は成長期 に入 った。7-8月には生殖細 管が精
子 また は卵 母細 胞 で充 満 し、成 熟期 に達 した。9月には生殖 細管 内に産卵 痕が見 られ は じ
め、産 卵が起 こった ことが確認で きた。10月には残存生殖細胞 の退化 ・吸収が見 られ た。
卵 母細 胞 径 は、性 成熟 に伴 って増大 し、7月に最 高 にな った(Fig.1)。生殖巣 切片 の観 察
結果 か ら判断す ると、産卵 が8月中旬か ら9月中旬 までの間 に起 こった と考え られ た。
グ リコーゲ ン量 は、配偶子 の発達 につ れて雌雄 共 に減少 した。脂質 の3つ の成 分 の中
で 、含量 が最 も多 か ったのは トリグ リセ リ ドで ある。 トリグ リセ リ ド量 は性成熟 に伴 い卵
巣で は増加 し、精巣 では減少 した。 リン脂質量 は、卵巣で は卵母細胞の成長 に伴 って増 加
す る傾向 にあったが、 トリグ リセ リ ドと比較 して、季 節変動は小 さか った。 これ は、 リン
脂質がエネルギ ー源で はな く、生体膜 の構成成分 であ るため と考 え られた。遊離脂肪酸量
は、卵 巣、精巣 と もにほぼ 同様の傾 向を示 し、性成熟 に伴 って増加 した6卵 巣の水溶性蛋
白質 は、5月か ら顕著 に増加 し、8月に ピー クを示 し、その後減少す る傾 向にあ り、卵 母細
胞径の推移 と同調 した。 卵巣のRNA/DNA比は、性成熟 に伴 って上昇 し、水 溶性蛋 白質 と
類似 の変動 を示 した(Fig.2)。これ らの こ とか ら、卵巣 内で蛋 白質 の合成が示 唆 された。
ホタテガイでは、水 溶性蛋 白質 の80%以上 が卵 黄蛋 白である と報告 され、 マガキにおいて
も性成 熟に伴 って卵巣内で合成 された蛋 白質 は卵黄蛋 白で はな いか と推測 され た。
2・ マ ガ キ の 性 成 熟 ・発 生 に 伴 う 卵 黄 蛋 白 の 動 態
卵巣 の卵黄蛋 白量 は4月か ら緩 やか に上昇 し、7月か ら8月にかけて ピークを迎え、 その
後 減少 した(Fig.3)。ゲル ろ過では、複数 の卵黄蛋 白 ピー クに分離 され 、530kDのメイ ン
ピークが性成熟 に伴 って増大 し、7月 に最高にな.り、 その後徐 々に低下す る ことが観察 さ
れた(Fig.4)。卵黄 蛋 白の イム ノブ ロッテ ィ ング分 析 において、179と110kDの卵黄 蛋 白
メイ ンバ ン ドは5月 に検 出され、性 成熟 の進行 に伴 って反 応性が上昇 したが 、9月になる
と低下 した(Fig.5)。加vfyoE・投与 実験では、E、投与 区の卵 黄蛋 白:量は コ ン トロール 区の
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それを上回 って、40日目には有意 に高 い値 を示 した。卵黄 蛋 白を定量 した結果 、同様 な結
果が得 られ た。 この ことか ら、マ ガキの卵黄 蛋 白形成 に対す るF2の促 進効 果が示 された。
加 γ汝oE・投与実験 では、すべ ての実 験区で卵巣 片の卵黄蛋 白 は増加 した。各 ウェル の卵
巣 片 と培 地 中の卵黄蛋 白量を合わせ る と、同様 の傾 向が見 られた。 これ らの結果 か ら、卵
巣 で卵黄 蛋 白の合成が認 め られ、卵巣が卵黄蛋 白の合成場所で ある ことが示 唆 され た。
初期 発生 過程 にお け る各段 階 の胚 ・幼 生 のイ ムノブ ロ ッテ ィ ング分 析で は、179kDと
110kDの2本のメイ ンバ ン ドにっ いて は、受 精か ら胞胚期 まで の反 応性 は低 減 しなか った
が、担輪 子幼生 にな ると、反応性 が低下 した。24hrD型幼 生で は、2本のメイ ンバ ン ドの
うち、179kDのバ ン ドはほ とん どな くな り、110kDのバ ン ドもわず か しか 検 出 され なか
った。48hrD型幼生 では、すべ て あバ ン ドは検 出 されな くな った(Fig.6)。ゲル ろ過で見
られた卵黄蛋 白の530kDのメイ ンピークとELISAで測定 した卵黄蛋 白の相 対量 は、 ともに
胞 胚期 か ら減 少す る傾 向を示 し、 イ ム ノブ ロ ッテ ィ ング分 析 での変 化 と一 致 した(Fig.
7,8)。プ ロテアーゼ活性 は胞胚期 か ら上昇 して、卵黄蛋 白分解 の過程 とタイ ミングよ く同
調 していた(Fig.8)。また、24h1D型幼生 のホモ ジネー トにプ ロテアーゼイ ンヒ ビタ ーを
添加す る と、内因性 プ ロテアーゼに よる卵黄蛋 白の分解が抑制 され ることが確 認 され、発
生過程 の卵黄蛋 白の代謝 にプ ロテアーゼが重要な役割を果た して いることが示 唆 された。
総FAAs量は、未受精 卵か ら桑 実期 まで顕著 に減少 し、胞胚期か らは増加 し、ベ リジ ャー
幼生で は最 高にな り、24hrD型幼生 で は急減 した(Fig.9)。また、胞胚期以 降、卵黄蛋 白
由来 と推測 され るFAAsが検 出 された。
3.マ ガ キ の 配 偶 子 形 成 と 発 生 に 対 す る 有 機 ス ズ 化 合 物(TBTO)の 影
響
流水TBTO暴露実験 では、各組 織 のTBTO濃度 は、 コ ン トロールで ほぽ一 定で あ り、0.5
と1.0μg〃区では急 増 した。42日後の 各組織のTBTO蓄積量 は鯉 〉生 殖巣 ≒消化盲 嚢 〉外
套膜 〉閉殻筋 の順で あ った。TBTOは脂質 と高い親和性 を持っ こ とが知 られて い る。外套
膜、 閉殻筋 の生物 濃縮係数が他 の組織 に較べて低か ったの は、 これ らの組織 中に脂質量 が
少 ない ことに起 因す ると考え られ る。TBTO暴露後 、マ ガキ を コン トロール海水 に戻 し、
さ らに2週間飼育 した ところ、マ ガキの各組織 に蓄積 され たTBTO量は実 験期間の経過 とと
もに減少 した(Fig.10)。TBTO排泄速度 は鯉 〉外 套膜 〉閉殻筋 〉消化盲嚢 〉生殖巣の順 で
あった。
マ ガキの性 成熟 に対す るTBTOの影響 を検討 す るた め、流水 飼育実 験のマ ガキの卵 巣 と
精巣 を用 いて、TBTOの影響を調べ た。卵母 細胞径 は、各 実験 区で緩 やか に増加 す る傾 向
にあ ったが、 コン トロール区 に較べ て 、TBTO区の値 が低 く、42日目に有 意差 が認 め・られ
た。RNAのNA比はTBTO区が コ ン トロール と比較 して、精巣 で差 は見 られなか ったが、卵
巣で は低下 した。卵 巣 のRNAのNA比は、蛋 白質 の合成を反映 して いる良い指標 であ り、
TBTO区の卵巣 のRNA/DNA比と卵母細 胞径 の低下 は、TBTOによって卵黄蛋 白の蓄積 が 阻
害 された ことに起 因す るので はないか と考 え られた。卵黄 蛋 白を定 量 した結果、14日目に
すべ ての実験 区で増 加 したが、TBTO区は コン トロール区 と比較 して有意 に低か った。14
日目以 降には減少 の傾 向を示 し、差 は見 られ なか った。
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さらに、卵 内に蓄積 したTBTOによる次世代へ の影 響を調べ るため、成熟 したマガキを2
週 間TBTO暴露 した後 、TBTO実験 区の個体 か ら得た卵 または精子 を、 コン トロール 区の個
体 か らの精 子 また は卵 と受 精 させ て 、2時間後 の受 精率 と24時間D型 幼 生 発生 率 を調 べ
た。 卵 内に蓄積 したTBTOは、受精 とD型幼 生 の発生 に対 して 阻害的 に作用 したが 、精 巣
に蓄積 したTBTOの影響 は明確で はなか った(Fig・11)。今 回 の実験で は、TBTOを蓄積 し
た卵 は、 コ ン トロール と比較 して 、受 精率 とD型幼生発生率 が低下 したが、死 亡率 には差
がなか った。 しか し、顕微鏡 観察の結 果、幼生 の奇形や発 育の遅れ が 目立 った。TBTOを
蓄積 した卵で は、卵 内のTBTOがプ ロテア ーゼ活性を 阻害 して、卵黄蛋 白の分解 に障害が
生 じたので はないか と推測 され る。
総 括(Fig.12)
1.本研究で は、マガキの配偶子形 成 ・発生 に伴 う一般生体成分 の動態 と卵黄蛋 白の質 、
量 的変化 を検討 して きた。
2.性成熟 に伴 って、 消化 盲の うか らの搬入、 あ るい はグ リコーゲ ンか らの転 換 に由来 す
る と考 え られた脂質 が卵巣、おそ らく卵母細胞 内に蓄積 された。
3.今回の実験で は、性 成熟 の過程 で卵黄蛋 白はE2の調節 を受 け、卵巣 内で産 生 ・蓄積 さ
れ るこ とが示 された。免疫染 色 で卵黄蛋 白が卵 母細胞 だ けに検 出 され た と報告 され て
い るこ とか ら、卵 黄蛋 白が卵 母細 胞 内で合成 され ると推測 された。発 生の段 階に入 る
と、胞胚期 の段 階か らプ ロテ アーゼ活性 が発現 し、卵 黄蛋 白は徐 々に分解 され、幼生
に必要 な栄養 源を供給 す ることが示唆 された。
4.これ らの過 程の阻害要因の一つ であ る有機ス ズ化合物TBTOに対 するマガキの蓄積 ・排
泄特性 が明 らかにな った。卵 内に蓄積 したTBTOが卵母細 胞の成 長、次世代 の受 精率 と
D型 幼 生発生率 を低 下 させ た ことが認め られた ことか ら、TBTOが性成熟過 程で は卵黄
蛋 白の産 生 または蓄積を、 また発 生過程 で はプ ロテ アーゼ活性 を抑制 して、発 生過程
の卵黄蛋 白の分解 を阻害 したのではな いか と推測 され た。
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Fig.1.Seasonalchangesinoocytediameterintheovary
ofCrassostreagigasduringsexualmaturation.
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Fig.2。SeasonalchangesinRNA/DNAratiointheovaryandtestisofC8ゼ9α∫
duringsexualmaturation.EachvaluerepresentsthemeanｱSE(n=5)
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Fig.3.SeasonalchangeinrelativevitellincontentintheovaryofC.gigas
duringsexualmaturation.EachvaluerepresentsthemeanｱSE(n=5)
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Fig.b.Immunoblottingofthevitellinsinembryo/larvaof
Ggigasatdifferentstages.Thenumbersontheleftindicatethe
molecularmassmarkers.(1)unfertilizedegg;(2)two-cell;(3)
four-cell;(4)morula;(5)blastula;(6)trochophore;(7)veliger;
(8)24hrstraight-hingelarva;(9)48hrstraight-hingelarva.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
配偶子形成と発生は,水産増養殖における重要な生物現象の一つである。増養殖技術のさらなる展
開として,優良品種の確保 とそれをもとに した計画的な種苗の確保を考えた場合,成 熟 ・産卵の技術
確立が不可欠である。そのためには再生産の基礎 となる成熟 ・発生の本質を知る必要があると考えら
れる。マガキは水産増養殖において重要な地位を占めてお り,生殖過程における生体成分の動態に関
する知見の集積を図ることが,性 成熟 ・発生の現象を生理的に理解するうえで欠かせない。
本研究では,まずマガキの性成熟段階における生殖巣の生体成分を調べ,各 成分の成熟過程におけ
る役割を検討 した。
性成熟の重要な栄養源であるグリコーゲン量は,配偶子の発達につれて雌雄共に減少した。 トリグ
リセリド量は性成熟に伴い卵巣で増加,精 巣で減少 した。卵巣のRNA/DNA比は性成熟に伴 って増
加,水 溶性蛋白質 と類似の変動を示し,卵巣内で蛋白の合成が示唆 され,そ の蛋白が卵黄蛋白ではな
いかと推測された。
次に,蛋 白質成分の中でも卵黄蛋白に注 目し,成熟に伴 う蓄積過程 とその調節,さ らに発生過程に
おける分解の挙動を調べ,成熟 ・産卵 ・発生に果たす卵黄蛋白の役割を検討した。
卵黄蛋白は卵内への蓄積性を示す蛋白質であることが明確になった。エストラジオール ー17β(E2)
の伽 η蜘 での連続投与実験 と卵巣片培養実験では,E2による調節を受けながら,卵黄蛋白が卵巣で
合成 されていることを証明した。受精後 の卵黄蛋白の動態を調べた結果,卵黄蛋白が主に胞胚期以後
から分解されることが示 された。つまり胚形成 よりも幼生の発達に伴って分解されることが分かった。
しかも胞胚期以後にプロテアーゼ活性が発現していることから,プ ロテアーゼが卵黄蛋白の代謝に重
要な役割を果たしている可能性が示唆された。その結果 として,卵 黄蛋白由来の遊離 アミノ酸が幼生
組織形成に供給されることが示唆された。
さらに,マ ガキの生殖に影響を及ぼす とされる環境要因の中でも環境汚染因子としての有機スズ化
合物を取 り上げ,成熟 ・発生への影響を生体成分の面から調べることによって,そ の作用機序の解析
を試みた。
TBTO暴露後,各組織のTBTO量を測定 した結果,TBTOの蓄積 しやすく,排泄 しにくい組織は生
殖巣であ り,且つそのほとん どは卵に局在 していることが分かった。卵内に蓄積 したTBTOは受精と
D型幼生発生に対 して阻害的に作用 した。その作用のしかたは,TBTOがプロテアーゼ活性を阻害す
ることによって,発 生過程の卵黄蛋白の分解に何 らかの障害をもたらすのではないか と推測された。
以上のように,本 研究ではマガキの生殖過程における卵黄蛋白を中心 とする生体成分の動態につい
て多 くの新 しい知見を得ることができた。 これ らの研究成果が二枚貝の生殖生理学に重要な基礎的知
見を提供するのみならず,二 枚貝増養殖の技術管理に貢献し得ると考えられる。 よって,審査委員一
同は本論文の著者が博士(農 学)の 学位を授与されるに値するものと判定 した。
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